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RESUMO 
A epilepsia do lobo temporal (ELT) em roedores pode ser mimetizada através de 
crises límbicas provocadas pela administração sistêmica de pilocarpina ou ácido 
caínico. Nos dois modelos, o Status epilepticus (SE) leva a crises espontâneas e 
recorrentes (CER) e ambos, a lesões cerebrais. A distribuição e gravidade das lesões 
estruturais entre os modelos são diferentes durante o processo de epileptogênese e 
após as CER. Diversos estudos têm utilizado medidas quantitativas de imagens por 
ressonância magnética (IRM), como a relaxometria e a volumetria em modelos animais 
de epilepsia. A proposta deste estudo é comparar a evolução temporal da lesão 
cerebral utilizando os modelos de pilocarpina e ácido caínico em ratos através da 
relaxometria e volumetria. São analisadas as correlações das medidas quantitativas de 
IRM com os achados histopatológicos e a freqüência das CER. Os resultados mostram 
redução do volume hipocampal e aumento dos valores de T2 nos grupos experimentais 
(pilocarpina e ácido caínico) quando comparados ao grupo controle, porém a redução 
do volume e aumento do T2 não foram progressivos. A redução do volume do 
hipocampo rostral está correlacionada à perda celular no giro denteado e CA3. O 
aumento de T2 e a freqüência de crises estão correlacionados apenas ao dano na sub-
região do CA3. De acordo com os resultados, os modelos de pilocarpina e ácido 
caínico, no período estudado, são muito similares, com exceção da freqüência das 
CER, superior no modelo de pilocarpina. Os resultados da volumetria hipocampal 
indicam um encolhimento rostro-caudal e não global. Desta forma, a relaxometria e 
volumetria podem ser utilizadas para quantificar o dano no cérebro epiléptico nestes 
modelos experimentais. 
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ABSTRACT 
Limbic seizures provoked by sistemic administration of pilocarpine and kainic acid 
are very useful models of temporal lobe epilepsy (TLE) in rats. The Status epilepticus 
(SE) leads to spontaneous recurrent seizures (SRS) and both, to brain injury. The 
distribution and severity of structural lesions of these two models are different during the 
epileptogenic process and after SRS. Many animal studies have used MRI quantitative 
measurements as relaxometry and volumetry, in epilepsy. The aim of thie current study 
is to compare the temporal evolution of hippocampal damaged areas in the pilocarpine 
and kainic acid models of epilepsy using relaxometry and volumetry. Here was analyzed 
the correlations among MRI quantitative measurements, histopatogical data and SRS 
frequency. Our results showed non-progressive reduction of hipocampal volume and 
elevation of T2 values in the experimental, pilocarpine and kainic acid groups compared 
to control group. The reduction in the volume of rostral hipocamppus is correlated to cell 
loss in the dentate gyrus and CA3 areas. The increase in T2 values and seizure 
frequency are correlated to cell damage in CA3 area. According to analyzed 
parameters, the pilocarpine and kainic acid models are very similar, except for SRS 
frequency, which is higher in the pilocarpine model. The hipocampal volumetry result 
favors a rostro-caudal, but not tridimentional shrinkage of the hippocampus of epileptic 
rats. The volumetry and relaxometry can be useful to quantify the tissue damage in the 
epileptic brain. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
A epilepsia do lobo temporal (ELT) é uma doença neurológica cujas alterações 
mais estudadas são a excitotoxicidade e a esclerose hipocampal, além da 
reorganização sináptica (Olney et al., 1986; Mathern et al., 1997; Sharma et al., 2007). 
Vários modelos animais têm sido desenvolvidos para o estudo da ELT e representam 
uma importante ferramenta para a compreensão dos fenômenos subjacentes a esta 
patologia. Em roedores, o modelo da pilocarpina (PILO) e do ácido caínico (AC), que 
mimetizam a ELT de humanos, tem como deflagrador das crises espontâneas 
recorrentes (CER) o estado de mal epiléptico (ou Status epilepticus, SE) (Turski et al., 
1983; Turski et al., 1984; Ben Ari, 1985; Cavalheiro et al., 1991; Covolan e Mello, 2000; 
Curia et al., 2008). 
Estudos em modelos animais de epilepsia com medidas quantitativas através de 
imagens de ressonância magnética, como a relaxometria e a volumetria, têm sido cada 
vez mais realizados (Roch et al., 2002; Wolf et al., 2002; Van Eijsden et al., 2004; 
Niessen et al., 2005; Jupp et al., 2006; Nairismägi et al., 2006; Gröhn e Pitkänen, 
2007). Nestes estudos, de forma geral, verificam-se alterações de T2 relacionadas a 
vários achados histopatológicos, porém com resultados que variam de acordo com o 
modelo experimental utilizado e com o momento de aquisição das imagens, além de 
não levarem em consideração se os resultados são devido às alterações lentas e 
progressivas causadas pelo conjunto das CER ou devido às alterações transitórias 
causadas pelas crises individuais. 
A partir disso, neste trabalho foram avaliadas as alterações volumétricas e dos 
tempos de relaxação T2 do hipocampo de ratos em um estudo longitudinal de 12 meses 
após o SE utilizando os modelos da pilocarpina e do ácido caínico sistêmicos. As 
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alterações volumétricas foram correlacionadas: 1) ao grau de esclerose hipocampal; 2) 
às possíveis alterações de T2; 3) à freqüência amostral das CER desses animais e 4) 
ao momento que estas ocorrem em relação à aquisição das imagens. Os dados obtidos 
através das imagens de ressonância magnética (IRM) foram também correlacionados 
aos achados histológicos encontrados após o processamento do tecido cerebral 
utilizando as técnicas de neo-Timm e Cresil violeta. 
O manuscrito aqui apresentado faz inicialmente uma abordagem sobre o estado 
da arte das epilepsias, com ênfase nos modelos experimentais da pilocarpina e do 
ácido caínico, que mimetizam a ELT. A introdução referente às bases físicas da 
ressonância magnética se fez necessária devido à interdisciplinaridade do trabalho 
proposto. Para uma melhor compreensão das técnicas de volumetria e relaxometria 
também segue uma detalhada descrição da metodologia aqui utilizada. O estudo foi 
longitudinal, realizado durante 12 meses de vida epiléptica do animal, sendo que a 
cada três meses, após a aquisição das imagens de ressonância magnética, uma 
parcela dos animais, de cada grupo, foi perfundida. 
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I. EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL 
Hipócrates, em seu famoso tratado On the sacred Desease foi o primeiro a 
caracterizar a epilepsia com uma descrição sintomática como uma condição médica. 
Embora este e outros nomes famosos como Aelius Galenius e Arateus de Capadócia 
tenham tratado a epilepsia cientificamente, as crenças mágicas e religiosas a respeito 
de sua origem divina persistiu ainda por muito (Diamantis et al., 2009). 
Durante os tempos medievais, como em todas as ciências, o misticismo e 
dogmatismo prevaleciam sobre a medicina. Desta forma, a epilepsia era sempre 
associada a possessões demoníacas. Sua terapia se resumia basicamente a rituais 
sacros, em que os pacientes eram considerados possuídos. Taxadas como bruxos, as 
vítimas sofriam prejuízos, exorcismos e marginalização social (Diamantis et al., 2009). 
Hoje, sabe-se que a epilepsia é uma desordem neurológica freqüente, que afeta 
mais de dois milhões de pessoas somente nos Estados Unidos da América. A atual 
terapia médica é predominantemente sintomática e nem sempre satisfatória. (Shin e 
McNamara, 1994). 
O termo “crise” se refere a uma alteração transitória de comportamento devido a 
disparos neuronais anormais, sincronizados e repetidos no sistema nervoso central 
(SNC). Quando as crises não são acompanhadas por alterações do nível de 
consciência são denominadas simples, porém ao afetar a consciência são chamadas 
complexas. A maior parte das crises complexas parciais se origina no lobo temporal 
sendo então denominadas crises de lobo temporal e a epilepsia é caracterizada como 
epilepsia de lobo temporal (ELT) (Shin e McNamara, 1994). O termo epilepsia se refere 
à desordem cerebral caracterizada predominantemente por crises recorrentes e 
imprevisíveis (Fisher et al., 2005). 
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As convulsões implicam em comportamento ictal (que ocorrem no momento da 
crise, propriamente dito) que pode afetar os sistemas sensório, autonômico e motor. O 
Status epilepticus (SE) denota uma crise bastante prolongada ou crises que ocorrem 
com tal freqüência que a função cerebral não se recupera interictalmente (no período 
inter-crises) (Shin e McNamara, 1994). 
Muitos dos indivíduos com ELT, acredita-se, tenham tido seu início por lesões e 
alterações funcionais secundárias a insultos como convulsões febris, SE, encefalite ou 
trauma, que, após um período latente (sem crises) de 5 a 10 anos, geram crises 
motoras espontâneas (Engel et al., 1997). 
Na análise histológica de estruturas temporais mesiais como o hipocampo e a 
amígdala, extraídas de indivíduos com ELT, é bastante comum o achado de esclerose 
hipocampal (EH) que é caracterizado por perda neuronal maciça acompanhada de 
gliose (Shin e McNamara, 1994). Outro achado histopatológico freqüente nestes casos 
é o brotamento das fibras musgosas (BFM) que se refere ao brotamento aberrante de 
axônios das células granulares, ocupando a zona supragranular do giro denteado. Os 
botões sinápticos do BFM podem ser visualizados histoquimicamente através da 
técnica de neo-Timm (Danscher, 1981) devido à alta concentração de zinco nesses 
terminais. Outro achado patológico comum é a dispersão da camada granular do giro 
dentado (Houser, 1990). 
A ELT é geralmente tratada com medicamentos anti-epilépticos, tratando sua 
sintomatologia ao invés de antiepileptogênicos, que tratariam a causa da doença. No 
entanto cerca de 40% dos casos são refratários ao tratamento medicamentoso 
(Sharma et al., 2007). 
A habilidade de reproduzir doenças humanas em modelos animais apresenta uma 
grande alternativa para a medicina experimental moderna (Russel, 1964). Embora o 
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modelo animal ideal fosse aquele que replicasse a doença humana em todos os seus 
aspectos, os que mimetizam apenas a disfunção e não suas causas se mostraram 
bastante importantes. No caso da epilepsia, boa parte do conhecimento adquirido se 
deve ao uso de modelos animais (Curia et al., 2008). 
Como visto, as principais características da ELT são: a localização do foco das 
crises em estruturas límbicas, principalmente o hipocampo, amígdala e córtex 
entorrinal; uma lesão inicial que precede o aparecimento das crises espontâneas 
recorrentes; um período latente, sem crises e por fim, a alta incidência de esclerose 
hipocampal (Curia et al., 2008). 
A maioria destas características pode ser reproduzida em modelos animais 
crônicos de epilepsia, onde, dentre os mais utilizados, pode-se citar os modelos da 
pilocarpina (PILO) e do ácido caínico (AC). Tais modelos variam de acordo com a dose 
e a via utilizada, porém ambos são modelos farmacológicos, que têm como insulto 
inicial o SE. 
Uma vez que o foco deste trabalho é o estudo da ELT através da análise 
morfológica e histológica do hipocampo do cérebro de ratos, será feito um breve 
resumo de sua anatomia, vias e interações do hipocampo com outras estruturas 
límbicas. 
O termo hipocampo é proveniente da palavra grega “cavalo marinho”, usado 
inicialmente no século XVI pelo anatomista Arantius, por considerar sua forma 
tridimensional semelhante a da criatura marinha. No século XVII, De Garengeot 
nomeou o hipocampo Cornu ammonis ou Corno de Ammon, em homenagem ao deus 
da mitologia egípcia Amun Kneph. O hipocampo é uma de várias regiões cerebrais que 
em conjunto formam um sistema funcional denominado formação hipocampal (Amaral 
e Lavenex, 2007). O hipocampo em si possui três subdivisões: CA1, CA2 e CA3. 
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Outras regiões da formação hipocampal incluem o giro denteado (GD), subiculum, pré-
subiculum, para-subiculum e córtex entorrinal (CE) (Witter e Amaral, 2004). Em 
roedores, o hipocampo se apresenta como uma estrutura achatada e alongada entre a 
parte medial do lobo temporal e o tálamo. Em ratos, o hipocampo se estende 
caudalmente e ventralmente da linha média dorsal logo acima do tálamo no bregma -
1,72 até o subiculum ventral, no bregma -6,84 (Sharma et al., 2007). 
O giro denteado é uma região cortical trilaminar com uma forma característica em 
V ou U. As suas camadas são conhecidas por camada granular, camada molecular e 
camada polimórfica. A porção da camada granular localizada entre as áreas CA1 e 
CA3 é denominada lâmina suprapiramidal, enquanto a porção oposta a primeira é 
conhecida como lâmina infrapiramidal (Amaral e Lavenex, 2007). A camada granular é 
composta principalmente de células granulares, mas também possui células em cesto 
(células com corpo de forma piramidal, encontradas entre as camadas granular e 
polimórfica) além de outros tipos celulares. A camada molecular é principalmente 
ocupada por dendritos das células granulares, das em cesto e das polimórficas, bem 
como axônios terminais de várias fontes. Porém há também alguns tipos celulares 
como as células em candelabro, que aparentemente são uma forma de células em 
cesto. Na camada polimórfica há uma grande variedade de neurônios, a maioria pouco 
conhecidos. O tipo mais comum e mais expressivo são as células musgosas (Witter e 
Amaral, 2004). 
A principal projeção eferente do GD é a projeção das fibras musgosas para o 
CA3. Suas aferências são provenientes do CE (principalmente), núcleo septal, região 
supramamilar, da parte posterior do tálamo e de vários núcleos monoaminérgicos como 
por exemplo, os núcleos da rafe (Witter e Amaral, 2004). 
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As subdivisões do Corno de Ammon foram propostas inicialmente por Lorente de 
Nó, discípulo de Ramon y Cajal. O hipocampo foi dividido nas regiões CA1, CA2 e 
CA3. As células piramidais das regiões CA1 e CA3 são maiores que as da à região 
CA2, embora somente as células piramidais da região CA3 sejam inervadas pelas 
denominadas fibras musgosas do GD. A região CA2 é, sob certos aspectos, 
semelhante à porção terminal do CA3 e em outros aspectos, apresenta características 
distintas tanto do CA1 quanto do CA3. A região denominada CA4 por Lorente de Nó é 
a camada polimórfica do GD, porém tal denominação não é comumente utilizada 
(Witter e Amaral, 2004). 
As células da região CA3 projetam axônios colateralizados tanto para o 
hipocampo (CA1, CA2 e CA3) quanto para as mesmas áreas do hipocampo 
contralateral (projeções comissurais). Células do CA3 também contribuem para a 
inervação da camada polimórfica do GD. As projeções provenientes das células 
piramidais para as regiões CA3 e CA2 são geralmente denominadas conexões 
associativas, enquanto as projeções do CA3 para a região CA1 são denominadas 
colaterais de Schaffer. 
A região CA3 possui como principal eferência extrínseca o núcleo lateral septal, 
através de projeções bilaterais. Além dessa, ainda há, especialmente em suas partes 
temporais, projeções do complexo amigdalóide e, em menor escala, projeções para o 
núcleo piriforme (Witter e Amaral, 2004). 
A região CA2, como descrito acima, possui semelhanças com a região CA3, como 
ser formada por células piramidais, porém se difere pela carência de excrescências 
espinhosas e uma marcação mais densa de proteína ligante de cálcio parvalbumina, 
considerada protetora de morte celular tanto excitotóxica quanto isquêmica. As 
conexões intrínsecas desta região são semelhantes as do CA3, com pequenas 
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diferenças. Quanto às conexões extrínsecas, não há muito trabalhos específicos. 
Aparentemente há uma inervação proveniente do hipotálamo, em especial do núcleo 
supramamilar e do núcleo túbero-mamilar (Witter e Amaral, 2004). 
A região CA1 possui interneurônios que se projetam extensivamente para o CA3 e 
o hilo do GD, porém sua principal projeção se direciona para o subiculum adjacente. 
Proveniente de outras regiões cerebrais, o CA1 recebe aferências de uma variedade de 
estruturas. A aferência cortical principal é proveniente dos córtices entorrinal, perirrinal 
e pós-rinal. Outras aferências importantes são complexo amigdalóide e o tálamo. O 
CA1 possui um número maior de eferências extrínsecas que as outras regiões 
hipocampais. Ele se projeta não apenas para a área septal lateral, mas também para 
várias áreas corticais e subcorticais. Níveis septais do CA1 possuem projeções 
extrínsicas para o córtex retrosplenial, septo lateral e núcleo acumbens. Níveis mais 
temporais se projetam para regiões como córtex infralímbico, núcleo anterior olfatório, 
hipotálamo e a região amigdalóide, em especial o núcleo basal (Witter e Amaral, 2004). 
1. Modelos animais 
O ácido caínico (do japonês literalmente fantasma do mar) foi isolado nos anos 
1950 da alga marinha Digenea simplex sendo então muito usado no Japão no pós 
guerra, para combater a ascaridíase (Takemoto, 1978). Quimicamente, o ácido caínico 
(ácido 2-carboxi-4(1-metiletenil)-3-pirrolidiacético) é um análogo cíclico do L-glutamato, 
sendo centenas de vezes mais potente que seu análogo em receptores do tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA) e cainato (Sharma et al., 2007). 
Atualmente se sabe que o ácido caínico é um agonista para um subtipo de 
receptor ionotrópico de glutamato, denominado receptor cainato, com a mais alta 
densidade no hipocampo, principalmente na subregião CA3, bem como amígdala, 
córtex entorrinal e córtex perirrinal (Miller et al., 1990). 
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Receptores glutamatérgicos ionotrópicos pertencem a três famílias, (embora haja 
uma quarta família de função desconhecida, denominada delta) com nomes 
provenientes dos agonistas que os ativam: N-metil-D-aspartato (NMDA); α-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPA) e cainato. Enquanto os receptores cainato e AMPA 
causam uma rápida despolarização dos neurônios por permitir o influxo de íons 
monovalentes como Na+ e K+, os receptores do tipo NMDA geram uma despolarização 
mais lenta e prolongada por necessitar da pré-despolarização da membrana e por 
permitir a entrada de cátions bivalentes, principalmente Ca2+ (Lerma, 2006). 
Receptores cainato apresentam diferentes funções na transmissão sináptica. Em 
um nível pós-sináptico, estes podem carrear parte da corrente da resposta sináptica, de 
forma similar ao outros receptores AMPA e NMDA. No entanto, receptores cainato 
também agem em uma variedade de localizações pré-sinápticas, onde podem regular a 
liberação de neurotransmissores tanto inibitórios como excitatórios (Clarke et al., 1997; 
Rodriguez-Moreno et al., 1997b; Kamiya e Ozawa, 2000). Desta forma, estes 
receptores influenciam a excitabilidade neuronal e a transmissão da informação 
sináptica. 
No hipocampo, os receptores cainato estão amplamente distribuídos nos botões 
pré-sinápticos e pós-sinápticos e podem regular de forma bidirecional a liberação do 
glutamato nas sinapses das fibras musgosas para o CA3. (Rodriguez-Moreno et al., 
1997a). Tais receptores pré-sinápticos também controlam a liberação do 
neurotransmissor inibitório ácido γ-aminobutírico (GABA) no hipocampo. Em conexões 
entre interneurônios, a estimulação destes receptores aumenta a liberação do GABA, 
porém em conexões entre interneurônios e células piramidais, tal ativação inibe a 
liberação do GABA. Em experimentos in vivo mostraram que a infusão de ácido caínico 
reduz a eficiência da inibição recorrente, produzindo um estado de hiperexcitalibidade 
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que leva a geração de espículas epilépticas recorrentes (Rodriguez-Moreno et al., 
1997b). 
Trabalhos iniciais (Olney et al., 1974; Olney, 1978) mostraram que lesões 
causadas por ácido caínico acometiam principalmente o soma e os dendritos, 
poupando os axônios, o que tornava este agente uma ferramenta em potencial para 
estudos neurobiológicos, possibilitando destruir seletivamente neurônios de uma dada 
região cerebral contornando o problema das denominadas “fibras de passagem” que 
eram também destruídas em lesões eletrolíticas (Ben-Ari, 1985). 
Na década de oitenta foi mostrado que os neurônios piramidais da região CA3 do 
hipocampo de ratos são mais vulneráveis ao ácido caínico (Tauck e Nadler, 1985), 
tendo sido sugerido que a administração sistêmica desta neurotoxina poderia ser um 
modelo animal útil para o estudo da susceptibilidade de estruturas límbicas aos 
processos epileptogênicos e sua vulnerabilidade às conseqüências patológicas da 
epilepsia (Ben-Ari et al., 1981). Logo após foi observado que, quando injetado na 
região hipocampal ou sistemicamente, o ácido caínico leva a um quadro de Status 
epilepticus (SE) límbico, seguido por um período silente e posteriormente a esta fase 
são observadas as crises espontâneas recorrentes CER (Cavalheiro et al., 1982), 
comportamentalmente semelhantes às induzidas pela pilocarpina. 
A importância dos mecanismos colinérgicos para a epilepsia foi inicialmente 
notada por neurologistas do início do século XX. O potencial convulsivante da 
acetilcolina foi demonstrado através de estudos eletrofisiológicos corticais (Bernardo e 
Prince, 1982; McCormick e Prince, 1986). Finalmente, nos anos oitenta, foi 
demonstrado que a administração de altas doses de pilocarpina, um agonista 
colinérgico, poderia levar a uma indução aguda de SE, seguido por CER (Turski et al., 
1983; Turski et al., 1984). 
 INTRODUÇÃO - EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL 
11 
Portanto, o modelo da pilocarpina surgiu em seguida ao modelo do ácido caínico e 
representam, junto ao modelo de kindling (abrasamento), os modelos animais de 
epilepsia mais utilizados. O estudo de características particulares deste modelo, como 
a grande freqüência de CER bem como o robusto brotamento das fibras musgosas, 
contribuíram para sua grande aceitação e uso (Cavalheiro et al., 2006). 
O modelo da pilocarpina compreende tanto um modelo agudo de crises induzidas 
culminando com o SE, como um modelo crônico de CER que acontecem algum tempo 
depois da indução. A indução aguda é caracterizada por um SE límbico de longa 
latência associado a descargas eletrográficas nas estruturas límbicas (Turski et al., 
1983; Turski et al., 1984). Assim como na ELT, em indivíduos com convulsões febris 
prolongadas, as CER neste modelo ocorrem após um período livre de crises, ou de 
comportamento e atividade eletrográfica normal (Leite et al., 1990; Cavalheiro et al., 
1991). 
A administração de pilocarpina em roedores induz atividade epiléptica ictal e 
interictal em registros eletrográficos hipocampais e corticais, correlacionados com uma 
série de alterações comportamentais que incluem automatismos faciais que progridem 
para crises motoras e SE. Após uma única aplicação da droga, o SE pode durar de 6 a 
12 horas. Após a remissão espontânea do SE, os animais ficam comatosos e os 
registros eletrográficos tanto corticais quanto hipocampais ficam deprimidos com 
atividade espicular de alta voltagem. Este é o período agudo do modelo (Cavalheiro et 
al., 2006). 
Animais que sobrevivem a essa fase aguda seguem para um período latente livre 
de crises que pode variar entre 1 a 8 semanas. Este período termina com a ocorrência 
da primeira CER. A freqüência das CER pode variar desde uma crise por mês até a 
várias crises por dia (Cavalheiro et al., 2006). 
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II. BASES FÍSICAS DA IRM 
As imagens por ressonância magnética (IRM) compreendem uma modalidade de 
imagem muito utilizada devido à sua flexibilidade e sensibilidade por uma gama de 
propriedades teciduais. Hoje, a IRM oferece imagens morfológicas para a compreensão 
da forma do corpo humano, assim como de sua função. O adjetivo “magnética” se 
refere ao uso de uma variedade de campos magnéticos e “ressonância” se refere à 
necessidade de sintonizar a rádio-freqüência (RF) de um campo magnético oscilante à 
freqüência de precessão do spin dos núcleos (Haacke et al., 1999). 
A descoberta da ressonância magnética nuclear (RMN) em 1946 por Purcell 
(Purcell et al., 1946) e Bloch (Bloch et al., 1946) revolucionou a química analítica e o 
diagnóstico médico por imagens, concedendo-lhes o prêmio Nobel de Física em 1952. 
Em 1973, Lauterbur (Lauterbur, 1973) e Mansfield (Mansfield e Grannell, 1973) 
sugeriram a utilização da RMN para obtenção de imagens. Essa aplicação prática se 
desenvolveu rapidamente por se tratar de uma técnica não-invasiva e de auxílio ao 
diagnóstico médico. Em 2003, o prêmio Nobel de medicina foi concedido a Lauterbur e 
Mansfield. 
Quando comparada a outras técnicas, a ressonância magnética fornece uma nova 
dimensão ao diagnóstico por imagem, com resolução de contraste superior, 
capacidade multiplanar e imagens de processos fisiológicos, como fluxo sanguíneo, 
perfusão, difusão, ativação cortical, concentração de metabólitos e movimento, 
promovendo um novo mundo de idéias sobre o sistema nervoso (Wendell e Gibby, 
2005).  
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A IRM promoveu um grande avanço na medicina no que diz respeito a imagens 
encefálicas devido ao alto contraste de tecidos moles e à possibilidade de cortes em 
qualquer plano escolhido. 
Por se tratar de um trabalho onde o foco é a aquisição de imagens de animais 
com epilepsia, aqui estão apresentados elementos físicos básicos relacionados à 
ressonância magnética, para melhor compreensão dos experimentos desenvolvidos. O 
objetivo desta parte do manuscrito é descrever as bases físicas da ressonância 
magnética de forma sucinta e de fácil leitura, uma vez que o trabalho desenvolvido foi 
totalmente interdisciplinar.  
1. Princípios físicos relacionados à IRM 
A descoberta da ressonância magnética nuclear (RMN) por Purcell e 
colaboradores (Purcell et al., 1946) e Bloch e colaboradores (Bloch et al., 1946) em 
1946 revolucionou primeiramente a química analítica e posteriormente a área de 
diagnósticos por imagens. Tal técnica se baseia na interação entre um campo 
magnético aplicado e um núcleo que possui momento magnético não-nulo. 
 
Figura 1: Uma partícula carregada que gira ao redor de seu próprio eixo, criando um momento 
magnético que age como um imã. 
  
O momento magnético está associado ao spin e este, embora seja um momento 
angular, não está associado à rotação. O spin de um núcleo depende dos spins dos 
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núcleons (prótons e neutrons) que, por sua vez, dependem dos spins de quarks e 
gluons (subpartículas atômicas). De um ponto de vista mais didático, pode-se 
considerar que o núcleo do átomo gira constantemente em relação a um eixo a uma 
velocidade constante, sendo o eixo de rotação perpendicular à direção da rotação (ver 
Figura 1) (Browm e Semelka, 2003). 
Em um dado volume, na ausência de um campo magnético, os spins se orientam 
aleatoriamente, e a sua soma vetorial é nula. Na presença de um campo magnético 
(por conveniência orientada no eixo z), alguns spins se alinham paralelamente ao 
campo (spin up) e outros se alinham antiparalelamente ao campo (spin down). Como o 
número de spins paralelos é ligeiramente maior que os antiparalelos, a soma vetorial 
destes, forma um vetor de magnetização não nulo na direção do campo denominado 
magnetização de rede (ver Figura 2). 
 
Figura 2: Spins orientados aleatoriamente na ausência de campo magnético (esquerda) e na presença 
de um campo magnético B0 (direita) alinhados paralelamente ou antiparalelamente. 
 
Na presença de um campo magnético, o spin começa a realizar um movimento de 
precessão a uma taxa conhecida como freqüência de Larmor (ω). Essa freqüência 
depende do material e da intensidade do campo magnético local B0, definida por: 
0Bγω = ,                                                                                                                (1) 
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em que γ é a denominada razão giromagnética do átomo, uma constante que depende 
do núcleo atômico (ver Figura 3). 
 
Figura 3: Núcleo com spin e momento magnético (µn) na presença de um campo magnético B0, 
realizando movimento de precessão ao redor do eixo do campo. 
 
O fenômeno de RMN basicamente se trata de uma transferência de energia. 
Devido à natureza quantizada do spin, se orientado a favor do campo (spin up) ou 
contra ele (spin down), a energia absorvida deve ter uma freqüência bem específica, 
exatamente igual à freqüência de Larmor, ou seja, em ressonância com a freqüência de 
Larmor. 
Aplicando um pulso de radiofreqüência (pulso de RF), na freqüência de 
ressonância, há uma absorção de energia e a magnetização de rede pode rotacionar 
em direção ao plano xy. Se a magnetização, por exemplo, rotacionar inteiramente para 
o plano xy, o pulso que originou este comportamento é o denominado pulso de 90°. 
Após a aplicação de um pulso de 90°, a magnetização tende a retornar ao seu 
estado inicial, realizando ainda o movimento de precessão ao redor do campo. O sinal 
captado por uma bobina perpendicular ao plano xy é o FID (do inglês, free induction 
decay, ver Figura 4). 
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Figura 4: Pulso de RF de 90° seguido da obtenção de sinal FID (Hornak).  
 
Enquanto a magnetização de rede retorna ao seu estado inicial, há uma perda de 
coerência de fase entre os spins fazendo com que a magnetização transversal se perca 
rapidamente. Para contornar esta perda de coerência, pode-se aplicar um pulso de 
180°. Após a aplicação deste pulso há a formação do chamado eco de spins. É este 
sinal que é utilizado para a formação da imagem (ver Figura 5). 
 
Figura 5: Pulsos de RF de 90° e de 180° seguido da obtenção de sinal FID e eco (Hornak). 
 
Para a realização de imagens por ressonância magnética usa-se o átomo de 
hidrogênio devido a sua abundância natural e no corpo humano. Por possuir somente 
um próton no seu núcleo, este é comumente chamado apenas de próton. 
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2. Tempos de relaxação T1 e T2 
Ao cessar o pulso de RF, o próton tende a relaxar de volta ao seu estado alinhado 
com o campo B0 em uma taxa constante que depende da substância em questão 
assim como da intensidade do campo magnético (Gibby, 2005). 
Define-se T1 como o tempo necessário para que a componente z de vetor de 
magnetização M recobre 63% de seu valor original. Ele também é conhecido como 
tempo de relaxação spin-rede ou tempo de relaxação longitudinal do tecido. A 
relaxação T1 é o mecanismo pelo qual os prótons doam sua energia para retornar à 
sua orientação inicial. Imediatamente após um pulso de 90º, não há magnetização 
longitudinal. À medida que o tempo passa, observa-se um crescimento exponencial da 















,                                                                                       (2) 
em que t é o tempo seguinte ao pulso de RF. 
O termo spin-rede está relacionado com a perda de energia dos spins para a 
vizinhança e não para outros spins.  
O tempo de relaxação T2 é o tempo necessário para que o componente 
transversal de M diminua a 37% de seu valor inicial. Também é conhecido como 
relaxação spin-spin ou tempo de relaxação transversal. Relaxação spin-spin se refere à 
transferência de energia de um próton excitado para outro próton próximo. Esta 
transferência energética ocorre enquanto os prótons estão próximos e com a mesma 
freqüência de Larmor ω0. As interações inter e intramoleculares são as responsáveis 
pela flutuação de ω0. 







                                                                                            (3) 
Há uma série de fatores potenciais para a perda da magnetização transversal. Um 
fator é o movimento dos spins adjacentes devido às vibrações moleculares ou 
rotações, sendo este movimento o responsável pela relaxação spin-spin. A outra causa 
é a falta de homogeneidade do campo magnético local. Esta última está associada com 
outro parâmetro, o T2* (Browm e Semelka, 2003). 
Os tempos de relaxação são afetados por uma série de variáveis como: 
viscosidade, temperatura, peso molecular e presença de íons e moléculas dissolvidas. 
A água é uma molécula pequena que decai rapidamente na sua forma líquida a 
temperatura ambiente com tempos de relaxação T2 < 1s e T1 > 4s. No entanto, a água 
em tecido biológico está em contato com diferentes ambientes com os quais pode 
interagir fortemente. O tecido biológico contém uma variedade de moléculas, proteínas, 
lipídeos e outros componentes que possuem prótons que podem interagir com as 
moléculas de água (Boulby e Rugg-Gunn, 2003). 
Superfícies como membranas de baixa permeabilidade podem também restringir o 
movimento translacional e diminuir as taxas de movimento rotacional. Desta forma 
podem-se classificar as moléculas de água em dois grupos: “ligada” e “livre”. Água 
ligada é aquela que se encontra em um meio restrito: próxima de uma membrana ou 
superfície ou ainda interagindo com uma macromolécula. Água livre é aquela 
considerada removida destas interações, assim seus tempos de relaxação são 
dependentes das interações intra e intermoleculares entre as moléculas de água 
somente (Boulby e Rugg-Gunn, 2003). 
É possível que apenas uma pequena quantidade de água livre com um tempo de 
relaxação curto possa diminuir drasticamente o tempo de relaxação observado. Para 
ilustração, temos o exemplo dado por Gore e Kennan (Gore e Kennan, 1988). Neste 
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exemplo, uma população de 1% de prótons ligados possuindo tempo de relaxação de 
10ms, em uma amostra com 99% de prótons livres com 1000ms de tempo de 
relaxação, reduz o tempo de relaxação da amostra pra 500ms. 
Como visto através deste exemplo, podemos observar que pequenas variações 
da quantidade de água livre podem alteram de forma significativa o tempo de relaxação 
T2. Assim, alterações patológicas como edema e gliose alterariam a quantidade de 
água livre e conseqüentemente o valor de T2. nas regiões afetadas. 
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III. MEDIDAS QUANTITATIVAS: RELAXOMETRIA E VOLUMETRIA 
Na relaxometria, para gerar um mapa de tempo de relaxação (T1 ou T2) usando 
seqüências spin echo são necessárias ao menos duas imagens. A sensibilidade desta 
técnica depende da seqüência, do tempo de repetição (TR), do tempo ao eco (TE), do 
número de imagens adquiridas com diferentes TE e do modelo adotado para o ajuste 
dos dados experimentais (Carneiro et al., 2006). 
Para uma primeira aproximação, a intensidade do sinal da relaxação seguindo 























                                                                      (4) 
em que S0 é a densidade de prótons, T1 e T2 são as relaxações longitudinal e 
transversal, respectivamente. Estes parâmetros caracterizam as propriedades do tecido 
e o contraste da imagem pode ser pesado por cada um destes, controlando os 
parâmetros TE e TR durante a aquisição da imagem (Carneiro et al., 2006). 
Uma vez adquirido os dados da relaxometria, eles são aproximados por uma 



















 , (bi)                                                                 (6) 
em que S0 é o sinal máximo da amostra e Soffset é um sinal offset do sistema. Este 
offset pode ser interpretado como um parâmetro adicional do decaimento exponencial, 
a linha de base, que no caso da relaxação transversal deve ser zero. 
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Pode ser que haja, dentro da região de interesse, tecidos com diferentes tempos 
de relaxação. Neste caso, se for escolhida uma função mono-exponencial para fitar os 
dados pode resultar em um erro na medida do tempo de relaxação T2. Nestes casos, 
poderia ser utilizada uma função bi-exponencial, onde haveria dois tempos de 
relaxação: um curto e um longo. Porém, para este tipo de ajuste é necessário uma boa 
relação sinal ruído. 
Os processos patológicos latentes a atrofia podem ser diferentes de acordo com 
as condições da doença. No entanto, medidas da atrofia oferecem informações 
clinicamente relevantes em várias situações e podem ser usadas para ajudar a 
estabelecer um diagnóstico, decidir que tratamento utilizar e, em especial combinada 
com outras medidas de IRM como a relaxometria, podem indicar a extensão e 
magnitude dos processos patológicos. A disponibilidade de dados de boa qualidade 
levou ao desenvolvimento de vários métodos de análise para facilitar a quantificação de 
volumes e atrofia, com crescente sofisticação e automação. Desta forma, estudos de 
IRM são significantemente influenciados por diferenças nas metodologias de aquisição 
e segmentação (Parker e Chard, 2003). 
Medidas volumétricas do cérebro não podem definir as características intrínsecas 
do tecido a ser quantificado (por exemplo, sua composição celular). Isto pode ser feito 
com outros métodos de IRM e de histopatologia. No entanto, para um dado tecido, as 
medidas volumétricas podem ajudar a quantificar a extensão e, em combinação com 
medidas de composição, a magnitude dos efeitos da doença (Parker e Chard, 2003). 
Um dos fatores mais importantes para a realização da volumetria é a escolha do 
contraste da imagem. Tal contraste deve ser aperfeiçoado visando facilitar a obtenção 
das regiões de interesse, evitando a sobreposição de estruturas. 
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Os métodos de análise para as medidas de atrofia devem ser idealmente 
automatizados tanto quanto o possível para oferecer uma boa reprodutibilidade, além 
de serem mais rápidas. 
Dentre os métodos mais simples para a realização da volumetria, usado 
principalmente para estudos de pequenas estruturas, temos o desenho manual da 
região de interesse (ROI) seguida pela medição da área dentro desta. O volume é 
obtido multiplicando a área pela espessura da fatia. Para o uso deste método é 
necessário que o pesquisador seja familiar à anatomia e patologia normal do tecido em 
questão. Além disso, deve-se considerar que o contraste das imagens deve ser bom o 
suficiente para a correta delimitação da estrutura em questão bem como o 
posicionamento para que os cortes correspondam à mesma região anatômica (Parker e 
Chard, 2003). 
1. Medidas quantitativas de IRM em humanos e em modelos 
animais de epilepsia 
A medida quantitativa do tempo de relaxação T2 hipocampal (T2HP) é uma forma 
objetiva de estimar a freqüência e a severidade das anormalidades de sinal em 
pacientes com epilepsia do lobo temporal. Estudos iniciais de relaxometria hipocampal 
mediram T2HP em apenas uma fatia usando uma seqüência do tipo multi-spin echo ou 
em algumas fatias com espaçamento entre fatias (Jackson et al., 1993; Van Paesschen 
et al., 1997a). A esclerose hipocampal pode variar consideravelmente através do 
comprimento do hipocampo, podendo resultar falsos negativos, caso a fatia não seja a 
correta. As principais questões metodológicas referentes à relaxometria hipocampal 
são o efeito parcial de volume proveniente do fluido cerebroespinhal vizinho e a 
posição da fatia, uma vez que dependendo do nível do hipocampo, os valores podem 
mudar drasticamente (Boulby e Rugg-Gunn, 2003). 
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Uma vantagem desta técnica em relação à volumetria é que na primeira obtêm-se 
valores absolutos de forma que podem ser comparados em relação aos controles sem 
correções. Em humanos, os valores de T2HP em indivíduos controles possuem uma 
pequena variação, de 99 ms a 106 ms usando uma única fatia e uma seqüência do tipo 
multi-spin echo em um magneto de 1,5 T da Siemens (Jackson et al., 1993). Em um 
estudo posterior, usando a mesma seqüência em 50 pacientes com epilepsia do lobo 
temporal refratária medicamentosa, obtiveram-se valores de T2HP iguais a 116 ms ou 
maiores. Embora os valores de T2HP tenham sido significantemente maiores em 
pacientes com EH, houve alguns pacientes com EH patologicamente confirmada que 
apresentaram valores T2HP normais (Van Paesschen et al., 1995). Pequenos 
aumentos nos valores de T2HP podem ser causados por edema hipocampal 
secundário a crises prolongadas (Kats et al., 1992), menores graus de perda neuronal 
ou gliose (Margerison e Corselis, 1966; Bruton, 1988) ou ainda, efeitos de drogas. 
Estudos anteriores mostraram que o volume hipocampal se correlaciona 
inversamente com os valores T2HP permitindo caracterização in vivo do grau de 
gravidade da EH (Van Paesschen et al., 1995; Van Paesschen et al., 1997a). No 
entanto, tais estudos não tinham as mesmas bases neuropatológicas e foram 
reportados casos de valores elevados de T2HP na presença de volumes hipocampais 
normais (Bernasconi et al., 2000). Estudos que tratam da relação entre as IRM e a 
histopatologia de hipocampos em pacientes com ELT apresentam vários resultados 
contraditórios. Inicialmente Van Paesschen (Van Paesschen et al., 1997a) associou o 
aumento dos valores T2HP com alterações patológicas na região CA1 e no hilo, 
enquanto que a perda neuronal e concomitante gliose em CA1, CA2, CA3 e hilo foram 
associadas à diminuição do volume hipocampal. Posteriormente, Oertzen e 
colaboradores (von Orzen et al., 2002) apresentaram uma correlação inversa entre a 
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densidade celular e T2HP nas regiões CA1 e CA3. A diminuição do volume hipocampal 
foi associada à redução da densidade celular nas regiões CA1 e CA3. Foi também 
proposto que o aumento dos valores de T2HP refletiria a gliose do hipocampo 
esclerótico (Jackson et al., 1993), no entanto, outro estudo demonstrou que os valores 
de T2HP predizem com maior fidelidade a contagem celular glial no giro denteado 
(Briellmann et al., 2002). 
Alterações de sinal, observadas em técnicas de IRM, têm sido descritas em 
estudos de casos de epilepsia do lobo temporal (ELT) com atrofia e esclerose 
hipocampal (para revisão veja (Van Paesschen et al., 1997a). Nestes casos, técnicas 
como a relaxometria T2 e a volumetria têm sido utilizadas para avaliar a lateralidade da 
esclerose hipocampal e distribuição dos danos. (Cook et al., 1992; Pell et al., 2004; 
Briellmann et al., 2007; Pell et al., 2008). A esclerose hipocampal foi inicialmente 
descrita como o “endurecimento” na região do hipocampo, mais especificamente como 
perda celular maciça das células piramidais na região conhecida como corno de 
Ammon (CA1) e das células do hilo do giro denteado (Mathern et al., 1997). 
A relaxometria T2 no cérebro humano tem sido utilizada com sucesso para 
diferenciar entre tecidos normais e anormais (Clifford, 1996; Bernasconi et al., 2000; 
Briellmann et al., 2002; Briellmann et al., 2004; Dubé et al., 2004; Jupp et al., 2006). 
Alterações do tempo de relaxação T2 se mostraram mais sensíveis para identificar 
anormalidades em estruturas cerebrais não perceptíveis por avaliação do contraste de 
IRM convencional. Tal medida tem se mostrado útil na avaliação da esclerose 
hipocampal, em especial em mudanças súbitas que podem não ser evidentes 
visualmente na análise de algumas regiões do tecido como hipocampo contralateral, 
amígdala e tálamo (Clifford, 1996; Scott et al., 2003; Pell et al., 2004).  
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Nos modelos animais também têm sido utilizadas medidas quantitativas como a 
relaxometria T2 e a volumetria para avaliação de alterações causadas pela epilepsia. 
Ao contrário de análises histológicas, a IRM permite medir o mesmo parâmetro 
longitudinalmente. Em (Gröhn e Pitkänen, 2007) temos uma revisão dos principais 
resultados de relaxometria nos modelos animais de epilepsia. Em geral, obteve-se 
aumento do tempo de relaxação T2 no período agudo nos modelos em que há indução 
de SE, sendo este associado à formação de edema vasogênico com rompimento das 
membranas celulares e distribuição de líquidos no espaço extracelular. Estudos 
realizados na fase crônica, comparando IRM aos achados histopatológicos, 
demonstraram que aumentos de T2 coincidiram com gliose e neurodegeneração. 
Embora trabalhos prévios tenham medido alterações de T2 e atrofia hipocampal nos 
modelos experimentais da pilocarpina (Roch et al., 2002; Fabene et al., 2003; Van 
Eijsden et al., 2004; Niessen et al., 2005) e do ácido caínico (Bouilleret et al., 2000), 
nenhum realizou o teste simultaneamente nos dois modelos. Em resumo, a literatura 
mostra que as alterações de T2 dependem de uma série de fatores como o modelo 
animal e momento da aquisição das imagens em relação ao SE. Os principais 
resultados são apresentados na tabela 1. 
Tabela 1: Resumo de estudos recentes sobre alterações em T2 em modelos animais de ELT. 






1 hora até 102 dias. Aumento de T2 até 4 horas, seguido por 
redução progressiva até 120 dias (não 
retorna ao basal). 
Roch 
(2002)  
Lítio – pilocarpina 
(rato). 
2 horas a 9 
semanas. 
T2 não altera em 6 horas. Leve aumento em 
24 horas com intensificação ao final da 




Lítio – pilocarpina 
(rato). 
Única imagem 12 
horas após SE. 





1 a 6 semanas após 
a implantação do 
eletrodo. 
Aumento de intensidade de T2 somente na 
última aquisição. 
 
Até o momento, não é do nosso conhecimento a existência de estudos 
experimentais que comparem os modelos de pilocarpina e de ácido caínico sistêmico 
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sob as mesmas condições experimentais e que levem em conta a influência das crises 
espontâneas recorrentes (CER) ao analisar os dados quantitativos da imagem. Através 
da vídeomonitoração, o objetivo deste estudo foi correlacionar alterações quantitativas 
de IRM às alterações lentas e progressivas causadas pelo conjunto de CER não 
tratadas em estudo longitudinal. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
I. ANIMAIS 
No presente estudo foram utilizados 96 ratos Wistar machos adultos, pesando 
entre 230-280 g, com idade de oito semanas. Todos os animais utilizados foram 
provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) – 
UNIFESP e os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética da 
Universidade Federal de São Paulo (CEP 0903/08). Os animais foram transportados ao 
biotério do Centro de Imagens e Espectroscopia "in vivo" por Ressonância Magnética 
para Estudo de Modelos Animais (CIERMag) do Instituto de Física da USP de São 
Carlos e foram mantidos em grupos de cinco, em um ciclo claro/escuro (12/12h), com 
início da fase clara as 7:00 da manhã, temperatura local mantida em 22 ± 2ºC, livre 
acesso a água e comida. Os animais que foram submetidos ao SE induzido por 
pilocarpina ou ácido caínico permaneceram em jejum 6-8 horas antes do início do 
experimento. 
1. Indução do Status epilepticus 
Neste estudo foram utilizados dois modelos animais para indução do SE: 
pilocarpina (PILO) e ácido caínico (AC). 
No primeiro modelo, as crises foram induzidas através da injeção de pilocarpina 
(PILO, 320 mg/kg, Merck, ip), antecedida 30 minutos pela administração, de metil-
escopolamina (1 mg/kg, Sigma, i.p) para redução dos efeitos colinérgicos periféricos. 
No segundo modelo os animais receberam uma injeção de ácido caínico (AC, 10 
mg/kg, Sigma, i.p.). Os animais tratados com PILO e AC demoraram em torno de 30 e 
90 minutos, respectivamente, para o início do SE. Os animais que receberam PILO 
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mas não entraram em SE foram re-injetados com meia dose da droga cerca de 45 
minutos após a primeira injeção. Todos os animais foram mantidos por 90 minutos em 
SE. Os animais que não apresentaram o estado de mal foram excluídos do estudo. 
Após os SE os animais receberam uma injeção de tiopental (25 mg/kg). O grupo 
Controle (CTR) recebeu solução salina 0,9% ao invés das soluções acima descritas, 
com exceção do tiopental. 
Para a caracterização e determinação comportamental do início do SE, foi 
utilizada a escala proposta por Racine (Racine et al., 1972), que é dividida em 5 
estágios: 
 Estágio 0 - sem mudanças comportamentais; 
 Estágio I - movimentos orofaciais ou automatismos de língua e salivação 
exagerada; 
 Estágio II - clonias faciais e em todo o corpo; 
 Estágio III - mioclonias e movimentos automáticos e repetitivos da cabeça, 
náuseas e defecação; 
 Estágio IV - clonias das patas dianteiras, empinamentos do corpo, wild running e 
wild jumping; 
 Estágio V- clonias das patas dianteiras e convulsões tônico-clônicas 
generalizadas com perda da postura.  
 
Devido à alta taxa de mortalidade encontrada nos dois modelos propostos, 
principalmente no modelo da PILO, somente os animais que desenvolveram o SE e 
passaram por todas as etapas descritas acima foram incluídos nos grupos e seguiram 
para a fase de aquisição das IRM. Desta forma foram utilizados nos grupos PILO n=29, 
AC n=26 e CTR n=20 animais.  
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O esquema experimental é mostrado na Figura 6. 
 
Figura 6: Esquema experimental proposto para o estudo longitudinal das alterações teciduais nos 
modelos da pilocarpina (PILO) e do ácido caínico (AC). Após injeção sistêmica de qualquer um dos dois 
agentes, os animais foram mantidos por 90 minutos em SE. Após este período receberam uma injeção 
de tiopental (25 mg/kg). O grupo Controle recebeu salina ao invés das drogas administradas aos grupos 
experimentais, com exceção do tiopental. A aquisição das imagens se iniciou 90 dias após a indução do 
SE e se estendeu durante 12 meses de vida epiléptica A cada ponto temporal em que as imagens foram 
adquiridas uma parcela dos animais foi perfundida para a correlação dos resultados da IRM à histologia. 
Os animais foram vídeomonitorados 12 horas/dia, 5 dias/semana a partir de 45 dias após o SE, até o 
momento da perfusão. 
 
2. Imagens por ressonância magnética 
Para cada sessão de imagens os animais foram anestesiados com uma mistura 
de quetamina (95 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg). Após este procedimento, os animais 
foram posicionados em decúbito ventral sobre um leito macio e absorvente, sendo que 
após o posicionamento da cabeça dentro da bobina, esta foi fixada às barras 
auriculares e nasal, sendo então todo o conjunto introduzido na blindagem (Figura 7A). 
Por último, todo este conjunto foi introduzido no magneto, que tem diâmetro interno de 
150 mm (Figura 7B). 
 MATERIAIS E MÉTODOS 
 30 
 
Figura 7: Em A observa-se o animal posicionado na blindagem e com a cabeça na bobina, momentos 
antes da aquisição da IRM. Em B, o magneto supercondutor horizontal com campo 2T da Oxford 
Instruments utilizado para a realização das imagens. 
 
As imagens de ressonância magnética foram adquiridas utilizando um magneto 
supercondutor horizontal com campo 2T da Oxford Instruments, modelo 65310HR, que 
opera em conjunto com um espectrômetro Bruker®, um sistema de banda larga (2 a 
400 MHz) com dois canais de transmissão (1H e X), quatro canais de recepção (1H ou 
X, qualquer combinação), aquisição paralela em quatro canais, fontes de gradientes de 
300V/200A, 12 canais de shimming, gradientes de 16 Gauss/cm, dois amplificadores 
de RF de 1 e 2 kW, respectivamente (1H e X). 
A seqüência RARE (do inglês Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement) foi 
utilizada na aquisição das imagens ponderadas por T2 sendo analisadas quanto à 
alteração de volume hipocampal. Os parâmetros utilizados nesta seqüência foram: TR 
= 200 ms, TE = 5,8 ms, ângulo de flip = 90°, 4 médias, resultando em um tempo de 
aquisição de cerca de 40 minutos por animal. O FOV utilizado foi de 40 x 40 x 11,2 
mm3 com uma matriz de 192 x 192 x 16 pontos, produzindo uma resolução espacial de 
208 x 208 x 700 µm3. Para a análise da variação do valor de T2 (relaxometria) foi 
utilizada uma seqüência MSME (do inglês Multi Slice Multi Echo) com 14 ecos, 
igualmente espaçados, com os seguintes parâmetros: TR=2000 ms; TE=15 – 210 ms; 
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4 médias; FOV: 4x4 cm; matriz=192x192; espessura=0,7 mm; interslice=0,7 mm e 
largura de banda de 25 kHz. 
3. Perfusão e processamento histológico 
Uma semana após as imagens serem realizadas, cinco animais por grupo foram 
perfundidos para acompanhamento histológico das alterações, assim como 
comparação com as IRM deste período de vida epiléptica. Para perfusão, os animais 
foram anestesiados com hidrato de cloral (1 mg/kg, ip) e a seguir, estes foram 
perfundidos por via transcardíaca com a seqüência de soluções (1) 100 ml de tampão 
fosfato, (2) 250 mL de fixador sulfeto de sódio 0,1% em tampão Millonig, (3) 500 mL de 
paraformaldeído. Os cérebros foram então removidos e imersos em solução 30% de 
sacarose por 24 horas. 
Com auxílio de um criostato, os cérebros foram cortados em triplicatas, em 
secções coronais de 40 µm de espessura. Os cortes foram montados seqüencialmente, 
no sentido rostro-caudal, em lâminas gelatinadas para processamento histológico. A 
primeira série foi processada histologicamente com a técnica de neo-Timm (Mello et al., 
1993), indicativa dos terminais das fibras musgosas (Sloviter, 1982). As soluções de 
processamento consistiram em 240 mL de goma arábica 50% com 10,25 g de ácido 
cítrico; 9,45 g de citrato de sódio em 30 mL de água destilada; 3,73 g de hidroquinona 
em 60 mL de água destilada e 2 mL da solução de 0,51 g de nitrato de prata em 3mL 
de água destilada. A reação foi mantida no escuro por 45 minutos e depois 
interrompida lavando os cortes com água destilada por 10 minutos. Em seguida, os 
cortes foram desidratados em concentrações crescentes de etanol, xilol e cobertos com 
bálsamo do Canadá®. 
A segunda série dos cortes foi processada para coloração de Nissl. O método de 
Nissl utiliza o cresil violeta, um corante básico utilizado para evidenciar o citoplasma de 
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neurônios. O citoplasma contém várias estruturas, inclusive os corpúsculos de Nissl. 
Estes corpúsculos são compostos basicamente por RNA. Dessa maneira, tal coloração 
serve como indicador de viabilidade neuronal, pois, quando da ocorrência de lesão 
neuronal, esses corpúsculos podem desaparecer, fenômeno conhecido como 
cromatólise (Scorza et al., 2005). Após serem montados em lâminas gelatinadas, os 
cortes foram hidratados nas seguintes soluções: xilol, álcool 100%, álcool 95%, álcool 
70%, álcool 50% e água destilada. Após esta etapa, os cortes foram mergulhados 
seqüencialmente em solução aquosa de violeta de cresil (0,38g de violeta de cresil em 
100 mL de água destilada) por cerca 5 minutos, ácido acético 1 M, e então em água 
destilada. Para a desidratação dos cortes, estes foram mergulhados nas soluções de 
álcool 50% e 70% e depois no diferenciador (1 mL de acido acético em 100 mL de 
álcool 70%). Depois foram passados em soluções crescentes de etanol, no xilol e 
cobertos com Enthelan®. A terceira série de cortes serviu de reserva eventual. 
II. ANÁLISE DOS DADOS 
1.  IRM - Volumetria 
Para aquisição das imagens de volumetria, foi utilizado o protocolo descrito acima, 
sendo que a análise das imagens ficou concentrada sobre a região hipocampal. Para 
isto, foi feito o contorno da ROI (hipocampo direito e esquerdo separadamente) em 6 
imagens consecutivas, sendo que a área foi multiplicada pela espessura da fatia, para 
a obtenção do volume. A seleção dos níveis hipocampais para análise cobriu toda sua 
extensão rostro-caudal compreendida entre 2,12 a 6,04mm a partir do bregma. Um 
exemplo desta seleção pode ser observado na figura 8, em que foram correlacionadas 
as IRM aos níveis hipocampais segundo o atlas de Paxinos (Paxinos e Watson, 1998). 
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Figura 8: Representação gráfica dos níveis rostro-caudais (painel à esquerda), segundo o atlas de 
Paxinos (Paxinos e Watson, 1998) e os níveis correspondentes das imagens obtidas na ressonância 
(painel à direita). Nas imagens de ressonância, observa-se a delimitação da ROI em que HD – 
Hipocampo Direito (em verde) e HE – Hipocampo Esquerdo (em amarelo). Os níveis 2,12 a 6,04 caudais 
ao bregma foram utilizados para análise da volumetria hipocampal utilizando IRM e posteriormente 
comparados à histologia. 
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Já nas primeiras análises observou-se que há diferenças no volume total do 
encéfalo, mesmo entre os animais controles. Para que isto não causasse efeito nos 
resultados, foi mensurado o volume do encéfalo nas mesmas seis imagens que foram 
selecionadas para a obtenção do volume hipocampal. Com isto o volume do 
hipocampo pôde ser calculado em relação ao volume do encéfalo. Também foi 
realizado o cálculo do volume do hipocampo rostral e caudal em relação ao encéfalo 
para medir qual a influência de cada um na possível diminuição da região hipocampal. 
2. IRM - Relaxometria 
Logo após a aquisição volumétrica, foram adquiridas as imagens da relaxometria, 
conforme protocolo descrito anteriormente. A ROI foi desenhada na imagem ponderada 
por T2, há aproximadamente -3,0 mm do bregma. Depois disto, foi transposta para a 
imagem da relaxometria (ver Figura 9). Foi utilizada o ISA (do inglês Image Sequence 
Analysis), ferramenta de análise do software Paravision 5, em que a aproximação foi 
feita através de uma curva de decaimento monoexponencial. 
 
Figura 9: Seleção das regiões de interesse no hipocampo há aproximadamente 3 mm caudais ao 
bregma. O cálculo da relaxometria foi realizado no hipocampo direito (HD, em verde) e hipocampo 
esquerdo (HE, em amarelo), separadamente. 
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3. Análise histológica 
a. Densitometria neo-Timm 
As imagens dos cortes histológicos foram captadas por uma câmera digital de alta 
resolução (Nikon DXM1200), instalada em um microscópio Nikon (Eclipse E600FN) e 
convertidas em sinais digitais transmitidos a um computador. As imagens foram 
adquiridas com objetiva de 10 vezes e analisadas utilizando o software Image J.  
A análise quantitativa das densidades ópticas em regiões do hipocampo foi 
realizada a partir de valores expressos na forma de níveis de cinza, tendo como 
controle o corpo caloso adjacente. Para cada animal foram utilizados três cortes, um 
em cada nível ao longo da extensão rostro-caudal do hipocampo, e para cada corte 
foram realizadas medidas na zona supragranular do giro denteado superior e inferior 
tanto no hipocampo direito quanto no esquerdo, obtendo-se assim um total de 12 
imagens para cada animal. Para os resultados não sofrerem intervenção de fatores 
externos, a iluminação foi mantida estável durante a aquisição das imagens. 
b. Contagem celular 
As imagens dos cortes histológicos corados com cresil violeta foram captadas por 
uma câmera digital de alta resolução (Nikon DXM1200), instalada em um microscópio 
Nikon (Eclipse E600FN) e convertidas em sinais digitais transmitidos a um computador. 
As imagens foram adquiridas com objetiva de 40 vezes e a contagem foi realizada 
utilizando a ferramenta cell counter do software Image J por um pesquisador que 
desconhecia o tratamento dos grupos experimentais. 
O número de células foi contado nas subregiões hipocampais (giro denteado, 
CA1, CA3 e hilo), bilateralmente e em triplicata na extensão rostro-caudal do 
hipocampo. A área de contagem determinada (625 µm2) apresentava duas linhas 
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proibidas (exclusão) e duas linhas aceitáveis (inclusão). As células que tocavam as 
linhas proibidas não foram contadas, porém as células que tocavam as linhas 
aceitáveis e que se encontravam dentro da área foram contadas. Cada subregião 
hipocampal foi subdividida em três campos, sendo que o resultado obtido para cada 
subregião hipocampal foi determinado através da média dos valores dos campos.  
4. Análise da freqüência de crises 
Os animais foram videomonitorados, para posterior quantificação da freqüência de 
crises, 12 horas/ dia, 5 dias/semana durante a fase clara do ciclo claro/escuro, 
totalizando 240 horas mensais. Foram consideradas apenas as crises de estágio IV 
e/ou V da escala proposta por Racine. 
5. Análise estatística 
Todos os resultados foram analisados utilizando ANOVA de uma via, seguido do 
teste post hoc de Tukey-Kramer, com significância estatística de P<0,05. Em algumas 
análises foi utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas (P<0,05) para verificar a 
progressão dos resultados. Para as análises de correlação foi utilizado o coeficiente de 
(Karl) PEARSON (R), para dados paramétricos e feito a regressão linear para o gráfico 
de dispersão, sendo esta regressão analisada pelo teste completo de Fisher (F) ou 





I. OBTENÇÃO DOS PARÂMETROS DE IRM 
A volumetria foi realizada através de imagens ponderadas por T2 devido ao maior 
contraste entre as estruturas quando comparada às imagens ponderadas por T1. Para 
a aquisição de imagens ponderadas por T2, foi utilizada a sequência RARE (do inglês 
Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement), que se trata de uma seqüência spin-
echo acelerada. Foram utilizados 4 ratos Wistar machos de 12 semanas (372±10g, 
peso±desvio padrão) para determinar os parâmetros deste método. Os animais foram 
anestesiados intraperitonealmente utilizando quetamina (95mg/kg) e xilazina (12mg/kg) 
e depois colocados em uma bobina de radiofrequência do tipo sela cruzada, como 
mostrada na figura 7-A. 
Para que os cortes realizados em todos os animais tivessem o máximo de 
fidelidade, foi inicialmente realizada uma seqüência localizatória, em que houve o 
alinhamento do bulbo com o cerebelo, como ser observado na figura 10. 
 
Figura 10: Imagem localizatória para o correto posicionamento do animal no aparelho. Com este 
procedimento há a garantia de que os cortes terão uma maior precisão quanto à localização. (A) corte 
coronal, (B) corte axial e (C) corte sagital, onde em vermelho observa-se o alinhamento do bulbo com o 
cerebelo e em azul temos a direção dos cortes que originam imagens coronais. 
 
Para a aquisição do protocolo, os parâmetros foram alterados visando obter uma 
imagem com relação sinal-ruído e resolução máxima permitidas pelo equipamento.  
A B C 
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Cada parâmetro foi variado individualmente enquanto os outros foram fixados. Os 
parâmetros iniciais foram: TE efetivo=45ms, TR=4000ms, 4 médias, RARE factor=4, 
Field-of-view (FOV)=4x4cm2, matriz=192x192, interslice=1mm, espessura da fatia 
(THK)=1mm e largura de banda de 17,857kHz. 
Valores diferentes para largura de banda (50, 25, 17.857 e 12.5 kHz), TR (3000, 
3500, 4000, 4500 e 5000 ms) e TE (36, 45 e 60 ms) foram testados. As imagens foram 
analisadas quanto ao seu contraste e qualidade por três pesquisadores que 
desconheciam seus parâmetros. 
A figura 11 mostra a variação da largura de banda (50, 25, 17,857 e 12,5 kHz). 
Podemos notar que com a diminuição da largura de banda temos uma melhor definição 
da região do hipocampo, pois há um aumento na relação sinal ruído (RSR). Porém, não 
podemos diminuir muito este parâmetro para não comprometer o TE, e não prejudicar o 
contraste da imagem. 
 
Figura 11: Variação da largura de banda: A, B, C e D são 50, 25, 17,857 e 12,5 kHz, respectivamente. 
Com a diminuição deste parâmetro há um aumento da RSR, como pode ser notado nas imagens, porém 
este é limitado pelo TE. 
 
O TR também foi variado (3000, 3500, 4000, 4500 e 5000 ms), como pode ser 
observado na figura 12. O aumento do TR melhora as condições da imagem, porém 
este também aumenta o tempo de aquisição das imagens, o que é limitado pela 
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duração da anestesia. Por isso houve um comprometimento entre o TR escolhido e um 
tempo de aquisição favorável. 
 
 
Figura 12: Variação do TR: A, B, C, D e E correspondem a 3000, 3500, 4000, 4500 e 5000 ms, 
respectivamente. O aumento do TR melhora o contraste da imagem, porém aumenta seu tempo de 
aquisição. 
 
Na figura 13, podemos observar a variação do TE (36, 45 e 60 ms). O aumento 
deste parâmetro diminui a RSR.  
 
 
Figura 13: Variação do TE: A, B e C correspondem a 36, 45 e 60 ms, respectivamente. O aumento do 
TE diminui a RSR e altera o contraste da imagem. 
 
O tempo de aquisição foi limitado a 45 minutos devido a anestesia, e desta forma, 
os pesquisadores envolvidos no projeto foram unânimes na escolha da imagem cujo 
protocolo de aquisição foi: TE efetivo=67,1ms, TR=4500ms, 18 médias, RARE 
factor=6, FOV=4x4cm2, matriz=192x192, interslice=0.7mm, THK=0.7mm, comprimento 
de banda=12,5kHz, tempo de aquisição: 44 minutos. O TE efetivo foi o menor permitido 
pela largura de banda e pelo RARE factor. Os animais foram imageados, sendo obtido 
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um excelente contraste na região hipocampal, facilitando assim a delimitação desta 
região. Os trabalhos realizados em estudos de volumetria hipocampal, utilizam 
magnetos de no mínimo 4,7 tesla, porém com uma correta determinação do protocolo 
experimental pudemos obter imagens tão boas quanto as que encontramos na 
literatura. 
II. VOLUMETRIA 
A proposta experimental deste trabalho foi analisar longitudinalmente mudanças 
quantitativas, volumetria e relaxometria hipocampal, através de IRM e relacioná-los 
com medidas histológicas como contagem de células e brotamento de fibras 
musgosas. O desenho experimental consistiu na análise de quatro pontos temporais (3, 
6, 9 e 12 meses após o SE) em animais tratados com pilocarpina ou ácido caínico 
sistêmicos. Uma parcela dos animais foi perfundida em cada um dos pontos temporais 
em que houve a aquisição das IRM, permitindo assim comparar histologicamente o 
desenvolvimento da patologia. Com isso, e levando em consideração a alta taxa de 
mortalidade dos animais ao longo do tempo e as perfusões periódicas a cada ponto 
temporal, o número de animais ao final dos 12 meses foi consideravelmente baixo. 
Ao longo do experimento, 31% dos animais tratados com pilocarpina morreu, 
sendo que parte destes antes ou durante a aquisição das imagens. O mesmo ocorreu 
em 39% dos animais tratados com ácido caínico e 25% dos animais controles. Os 
animais que morreram durante a aquisição das imagens foram descartados da análise. 
A figura 14 ilustra o número de animais, por grupo, em cada um dos pontos 




Figura 14: Gráfico representando os números de animais utilizados cada fase da aquisição das IRM, ao 
longo do estudo. 
 
A análise volumétrica do hipocampo mostra resultados do volume hipocampal 
total (HT) seguido pelo volume do hipocampo rostral (HR) e do hipocampo caudal (HC). 
O HR compreende a área entre 2,12 a 4,16mm caudais ao bregma; e o HC a região 
localizada entre 4,8 a 6,04mm caudais ao bregma. Estas medidas se referem às somas 
dos volumes obtidos do hipocampo direito e esquerdo delimitados pela região de 
interesse (ROI). Os resultados são apresentados utilizando a média±erro padrão, em 
























Figura 15: Gráfico representando as medidas do volume tecidual para hipocampo total (HT), hipocampo 
rostral (HR) e hipocampo caudal (HC), três meses (A), seis meses (B), nove meses (C) e doze meses 
(D) após o SE. Os números no interior das colunas indicam o número de animais utilizados em cada 
período. Três meses após o SE (A), houve redução estatisticamente significante do HT e HC no grupo 
AC quando comparado aos grupos PILO (&P<0,05) e CTR (*P<0,05), enquanto no HR somente houve 
redução estatisticamente significante nos grupos PILO e AC (*P<0,05) quando comparados ao grupo 
CTR. Seis meses após o SE (B), para o HT e HR houve redução estatisticamente significante no volume 
dos grupos PILO e AC quando comparados ao grupo CTR (*P<0,05). Para o HC houve redução 
estatisticamente significante do volume apenas no grupo PILO, quando comparado ao grupo CTR 
(*P<0,05). Nove meses após o SE (C), houve redução estatisticamente significante no HT, HR e HC dos 
grupos PILO e AC quando comparados ao grupo CTR (*P<0,05). Doze meses após o SE (D), nota-se 
que não houve diferença estatisticamente significante no volume hipocampal entre os grupos estudados. 
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Como pode ser verificado (Figura 15-A), três meses após o SE, houve diferença 
estatisticamente significante (P<0,05) do volume do hipocampo total do grupo ácido 
caínico (AC, n=21; 59,8±1,7) em relação aos grupos pilocarpina (PILO, n=23; 68,2±1,1) 
e controle (CTR, n=15; 69,6±0,5), mas não entre PILO e CTR. A análise do HR 
apresentou redução tecidual nos grupos PILO (17,5±0,6) e AC (17,6±0,6) em relação 
ao grupo CTR (22,7±0,4), mas não entre os dois modelos. Na análise do HC houve 
redução tecidual estatisticamente significante entre o grupo AC (51,7±1,3) e os grupos 
PILO (47,5±0,9) e CTR (52,1±0,4), mas não entre os grupos PILO e CTR. 
A análise do segundo período, seis meses após SE (Figura 15-B), mostra redução 
do volume no hipocampo total dos grupos PILO (n=17; 64,2±2,3) e AC (n=16; 6,04±1,2) 
em relação ao grupo controle (n=10; 7,6±0,9), mas não entre os dois modelos. O 
mesmo foi observado quanto ao volume do hipocampo rostral, com diferença 
estatística (P<0,05) dos grupos PILO (18,6±0,7) e AC (19,1±0,5) em relação aos 
indivíduos do grupo CTR (23,7±0,5). No hipocampo caudal apresentou-se diferença 
somente entre os grupos PILO (49,6±1,8) e CTR (51,3±1,2), mas não em relação aos 
indivíduos AC (55,9±0,9). 
Nove meses após SE (Figura 15-C), quanto ao volume do hipocampo total, houve 
redução volumétrica estatisticamente significante nos grupos PILO (n=12; 6,41±1,4) e 
AC (n=9; 66,7±1,9) em relação ao grupo CTR (n=6; 75,7±1,6). Também houve 
diferença entre os grupos PILO (18,9±0,6) e AC (18,3±0,8) em relação ao grupo CTR 
(23,1±1,0) para o HR. O mesmo ocorreu quanto ao volume da parte caudal do 
hipocampo, em que houve redução volumétrica nos grupos PILO (52,3±1,1) e AC 
(53,1±1,5) quando comparados ao grupo CTR (58,2±0,8). 
Na análise do último ponto temporal, 12 meses após SE (Figura 15-D), para os 
grupos PILO (n=4), AC (n=4) e CTR (n=3), não houve qualquer diferença de volume 
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nas análises do hipocampo total (72,2±2,8; 69,4±2,4 e 74,0±2,4, respectivamente), 
quanto na sua parte rostral (19,1±1,3; 18,7±1,4 e 23,3±1,3, respectivamente) e nem 
caudal (58,5±1,9; 56,4±1,9 e 56,4±1,4, respectivamente). 
Na figura 16 estão representadas imagens de ressonância magnética de animais 
dos grupos experimentais (PILO e AC) e do grupo CTR em cada ponto temporal 
estudado. Pode-se observar que há redução do volume hipocampal nos animais 


































Figura 16: Imagens de ressonância magnética para animais tratados com pilocarpina (A-D), ácido 
caínico (E-H) e controle (I-L), para os pontos temporais 3 (A, E, I), 6 (B, F, J), 9 (C, G, K) e 12 (D, H, L) 
meses após o SE. Nota-se o aumento (setas vermelhas) ventricular nos animais tratados com PILO e AC 
quando comparados ao grupo CTR. Assim como nos dados quantitativos, visualmente também não é 
possível notar progressão da esclerose hipocampal. 
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Considerando que o volume total do cérebro pode apresentar diferenças entre os 
animais e para que isto não causasse efeito nos resultados, foi mensurado o volume 
cerebral nas mesmas imagens selecionadas para a obtenção do volume hipocampal. 
Com isto o volume do hipocampo pôde ser calculado em relação ao volume do cérebro. 
A tabela 2 mostra os resultados encontrados levando em consideração a relação do 
volume cerebral sobre o volume hipocampal para os grupos em estudo. 
Tabela 2: Resultados do estudo da volumetria (média±erro padrão), para os grupos 
PILO, AC e CTR. Foram realizadas medidas do volume cerebral (VC) assim como as 
relações HT/VC, HR/VC e HC/VC expressas em porcentagem. * indica significância 
estatística (P<0,05) em relação ao controle. # indica significância entre os grupos 
experimentais (P<0,05). Os resultados com significância estatística estão realçados 
para facilitar a visualização. 
Grupo HT/VC (%) HR/VC (%) HC/VC (%) VC (mm3) 
PILO   3M 12,8±0,1# 3,3±0,1* 9,7±0,1# 531,7±6,2 
AC      3M 11,4±0,3*# 3,3±0,1* 9,1±0,2# 524,6±4,5* 
CTR    3M 12,6±0,1 4,1±0,1 9,4±0,1 550,7±5,3 
PILO   6M 12,0±0,3* 3,5±0,1* 9,3±0,2 530,4±7,9* 
AC      6M 12,4±0,1 3,5±0,1* 9,6±0,2 532,2±5,1* 
CTR    6M 13,2±0,1 4,2±0,1 9,9±0,1 565,7±7,1 
PILO   9M 12,4±0,1* 3,5±0,1* 9,6±0,1* 541,5±9,6 
AC      9M 12,5±0,7* 3,4±0,1* 9,9±0,2 532,5±8,2 
CTR    9M 13,4±0,1 4,1±0,1 10,3±0,1 562,8±10,6 
PILO 12M 13,3±0,5 3,5±0,3 10,7±0,3 545,7±25,2 
AC    12M 12,6±0,2 3,4±0,4 10,3±0,1 547,4±14,3 




As medidas dos valores do tempo de relaxação T2 hipocampal (T2HP) foram 
realizadas nos mesmos animais utilizados para as medidas do volume hipocampal. Os 
valores de T2HP obtidos se referem aproximadamente à região 3,60 mm caudal ao 
bregma. Para cada ponto temporal, estes valores foram obtidos nas ROIs do 
hipocampo direito e esquerdo. Como não houve diferença significativa entre os valores 
de T2HP dos hemisférios cerebrais, foi realizada uma média aritmética simples, 
denotando tal dado como T2HP médio hipocampal, em milissegundos (ms). 
Os resultados para T2HP obtidos três meses após o SE (Figura 17-A) mostram 
que houve aumento estatisticamente significante no grupo PILO (65,4±0,7) em relação 
ao grupo AC (61,3±0,5) e ao CTR (60,7±0,9).  
A segunda análise realizada, seis meses após o SE (Figura 17-B), mostrou 
aumento estatisticamente significante nos grupos PILO (63,4±1,0) e AC (62,4±0,6) 
quando comparados ao grupo CTR (58,3±1,3), mas não quando comparados entre si. 
A análise realizada nove meses após o SE (Figura 17-C) também identificou 
aumento estatisticamente significante nos grupos PILO (62,7±1,0) e AC (64,5±1,1) em 
relação ao grupo CTR (59, 2±1,0), mas não entre ambos. 
Na última análise temporal, 12 meses após o SE (Figura 17-D) não foi identificada 
qualquer diferença estatisticamente significante quanto ao tempo de relaxação T2 





























Figura 17: Representação gráfica dos resultados obtidos quanto às medidas do tempo de relaxação T2 
hipocampal, 3 meses (A), 6 meses (B), 9 meses (C) e 12 meses (D) após o SE. Os números no interior 
das colunas indicam o número de animais utilizados em cada período. Três meses após o SE (A) houve 
aumento estatisticamente significante no grupo PILO quando comparado aos grupos AC (#P<0,05) e 
CTR (*P<0,05). Seis e nove meses após o SE, (B) e (C), respectivamente, houve aumento 
estatisticamente significante nos grupos experimentais (PILO e AC) quando comparados ao grupo CTR 
(*P<0,05). Doze meses após o SE (D), não houve diferença estatística entre os grupos em estudo. 
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Na figura 18, pode-se observar a variação do T2HP para cada ponto estudado 
(3, 6, 9 e 12 meses após o SE), visando realçar o comportamento desta variável ao 
longo do tempo. Pode-se notar uma diminuição contínua dos valores de T2HP para o 
grupo PILO, enquanto para o grupo AC houve um aumento até o período de nove 
meses após o SE, seguida de uma diminuição ao final dos doze meses analisados. O 
comportamento do T2HP para ambos os grupos experimentais, 12 meses após o SE, 
se assemelha ao grupo CTR, que por sua vez não apresentou variação temporal 
significativa. 
 
Figura 18: Análise temporal do T2 hipocampal para os grupos PILO, AC e CTR. Pode-se notar uma 
diminuição contínua dos valores de T2HP para o grupo PILO, enquanto para o grupo AC houve um 
aumento até o período de nove meses após o SE, seguida de redução. O comportamento do T2HP para 
ambos os grupos experimentais, 12 meses após o SE, se assemelha ao grupo CTR, que por sua vez 
não apresentou variação temporal significativa. 
 
IV. FREQÜÊNCIA DE CRISES ESPONTÂNEAS 
Para obtenção da freqüência de crises dos animais, foram analisados os vídeos 
gravados 5 dias semanais, durante a fase clara do ciclo claro/escuro iniciando 60 dias 
após o SE e com término um dia antes da última aquisição de IRM de cada animal. Na 
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figura 19 estão expostos os números de crises espontâneas recorrentes a cada mês 
(20 dias de observações comportamentais) que se inicia, portanto, com o total de crises 
acumuladas do terceiro ao décimo segundo mês. Foram consideradas apenas as 
crises comportamentais dos estágio IV e/ou V da escala proposta por Racine. A 
freqüência de crises (crises/mês) dos animais tratados com pilocarpina (12,77±2,42) foi 
significativamente superior à dos animais tratados com ácido caínico (6,20±1,79). A 
freqüência de crises variou consideravelmente entre os animais em estudo, e desta 
forma, ao analisarmos o grupo como um todo o desvio padrão encontrado foi de 12,07 











































Figura 19: Número de crises espontâneas recorrentes em cada período. O período consiste de 20 dias 
de observações comportamentais, sendo estes dias referentes aos dias semanais de segunda a sexta-
feira, 12 horas por dia. As observações iniciaram 60 dias após o SE. Nota-se um maior número de crises 
entre os animais do grupo PILO que do grupo AC. 
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V. ANÁLISE HISTOLÓGICA 
1. Densitometria neo-Timm 
A análise densitométrica dos cortes corados para neo-Timm foi realizada para 
determinação do grau de BFM. Para uma melhor apreciação dos resultados, foi 
calculada a porcentagem densitométrica para os grupos PILO e AC em relação ao 
grupo CTR, como mostra a figura 20. Inicialmente foi calculada a variação 
densitométrica total, de todos os animais juntos, independente do período em que cada 
um foi perfundido. A média dos valores densitométricos para os animais do grupo PILO 
foi 66,4±7,7, a do grupo AC foi 56,8±6,8 e do grupo controle foi 14,5±1,4 (P<0,05). 
Observou-se que a variação percentual da densitometria dos animais epilépticos foi 
consideravelmente superior ao grupo CTR, estando o grupo PILO 458% e o grupo AC 
391% acima dos valores do grupo controle, porém não houve diferença entre os 
modelos animais.  
A seguir, foi realizada a análise para cada ponto temporal em que os animais 
foram perfundidos, para cada um dos grupos separadamente. O objetivo foi determinar 
se poderia ocorrer alguma diferença entre os modelos, em algum momento específico 
após o SE. Não houve diferença entre os grupos em nenhum dos quatro pontos 




























Figura 20: A densitometria neo-Timm foi realizada para determinação do grau de BFM apresentado nos 
modelos da PILO e AC. Em A, representação gráfica do corte coronal situado 3,60 caudal ao bregma 
(Paxinos e Watson, 1998) em que as análises densitométricas foram realizadas. As análises foram 
realizadas na camada molecular interna (m) do GD (GDI, giro denteado inferior e GDS, giro denteado 
superior), como pode ser observado em A, C, D e E. Em B, representação gráfica da variação do BFM 
nos grupos experimentais em relação ao controle. Os grupos PILO e AC apresentaram resultados 
estatisticamente maiores comparados aos controles (P<0,05), porém não houve diferença entre ambos 
modelos. Em C, D e E, cortes histológicos representativos dos animais dos grupo PILO, AC e CTR, 
respectivamente, em que o grau de BFM foi mensurado a partir de escala de cinza. 
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2. Contagem celular 
A contagem de células a partir dos cortes corados com cresil violeta foi realizada 
para determinação do grau de perda celular apresentado pelos animais nos dois 
modelos animais. As análises foram realizadas em quatros sub-regiões hipocampais: 
hilo, CA1, CA3 e GD, e os resultados estão mostrados em números de células/mm2, 
como pode ser verificado na figura 21.  
Na sub-região do hilo não foi verificada qualquer diferença estatística entre os 
grupos PILO (2308,8±127,5), AC (2276,2±129,2) e CTR (2690,4±57,8). As diferenças 
estatisticamente significantes (P<0,05) foram observadas no CA1, CA3 e GD como 
descrito a seguir. No CA1, houve diminuição do número de células nos grupos PILO 
(11973,3±646,5) e AC (10977,7±646,5) quando comparados ao grupo CTR 
(14933,3±445,8). O mesmo resultado pode ser observado na sub-região do CA3, com 
diminuição no número de células no grupo PILO (8093,3±411,8) e AC (8355,5±339,9) 
em comparação ao CTR (12758,9±545,8) e também no GD, que apresentou diminuição 
no número de células para os grupos PILO (30973,3±1014,3) e AC (30880,0±614,3) 
em relação ao grupo CTR (42625,6±884,8). 
Da mesma forma que na densitometria do BFM, a análise entre os grupos foi 
realizada para determinar qualquer diferença existente entre os modelos em algum dos 
pontos temporais específicos em que os animais foram perfundidos. Não houve 
diferença entre os grupos em nenhum dos quatro momentos estudados. Para a 
determinação de uma possível progressão da perda celular foi realizado uma análise 
para cada modelo animal divididos em quatro grupos (3, 6, 9 e 12 meses) e também 






























Figura 21: A contagem celular em cortes corados com cresil violeta foi realizada em animais dos grupos 
PILO, AC e controle. As análises foram realizadas em quatros sub-regiões hipocampais: hilo, CA1, CA3 
e GD, boxes vermelhos em A, onde está representado um corte coronal localizado 3,60 caudal ao 
bregma (Paxinos e Watson, 1998). Em B, representação gráfica dos resultados da contagem celular de 
cada região hipocampal em número de células/mm2. Na sub-região do hilo não foi verificada diferença 
entre os grupos em estudo. No CA1, CA3 e GD há diferença dos grupos PILO e AC em relação ao CTR 
(*P<0,05). Os cortes corados também podem ser apreciados em C, mostrando as áreas em que a 
contagem foi realizada. 
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VI. CORRELAÇÕES IRM E HISTOLOGIA 
Originalmente o trabalho aqui apresentado visou analisar a ocorrência de 
possíveis correlações entre os resultados encontrados com as técnicas de IRM e 
histológicas, bem como a influência da freqüência de CER nestes resultados. 
A análise volumétrica hipocampal mostrou que houve forte correlação entre a 
medida do HC e HT (R=0,96, P<0,05), assim como interações médias entre HR x HT 
(R=0,63, P<0,05) e HR x HC (R=0,50, P<0,05). 
Analisando a correlação da perda celular às outras medidas realizadas neste 
trabalho, encontramos uma fraca correlação (R=0,40, P<0,05) entre o número de crises 
e a perda celular encontrada no CA3 (figura 22-D), em que animais com maior número 
de crises apresentaram menos células nesta região. O dano celular encontrado nas 
outras regiões analisadas não apresentou correlação com a freqüência de crises 
apresentada pelos animais durante o período em estudo. 
A relaxometria também apresentou correlação média entre os valores de T2HP e 
a perda celular no CA3 (R=0,42, P<0,05), mostrando que há uma tendência indicativa 
de que a redução do número de células se correlacione ao aumento nos valores de T2 
hipocampal (figura 22-C). Os valores de HR mostraram correlações médias entre esta 
medida e a perda celular no GD (R=0,56, P<0,05) e CA3 (R=0,62, P<0,05), como pode 
ser observado na figura 22-A e B, respectivamente. 
A coloração de neo-Timm indicou uma correlação média entre a diminuição do 
número de células no GD e os valores encontrados através da escala densitométrica 
































Figura 22: Gráficos de dispersão que mostram as correlações entre as medidas quantitativas de IRM, 
histologia e freqüência das CER. Pode-se notar a correlação positiva entre o volume do hipocampo 
rostral e o número de células da sub-região do giro denteado (A) e CA3 (B). Em C pode-se observar que 
com a diminuição do número de células do CA3 há um aumento no tempo de relaxação T2 hipocampal. 
A diminuição do número de células do CA3 está correlacionada ao aumento do número de crises (D). 
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DISCUSSÃO GERAL 
Os resultados obtidos utilizando a técnica de volumetria hipocampal através de 
imagens por ressonância magnética (IRM) indicaram diferenças entre os grupos 
experimentais quando comparados ao grupo CTR tanto para o hipocampo total (HT), 
quanto o hipocampo rostral (HR) e caudal (HC). A diferença encontrada mostra uma 
diminuição do hipocampo dos animais tratados com ácido caínico ou pilocarpina, 
indicativo de esclerose hipocampal nos dois modelos experimentais. 
Até onde sabemos, poucos estudos têm se dedicado à avaliação da volumetria 
hipocampal nesses modelos experimentais. Wolf e colaboradores realizaram análises 
volumétricas do hipocampo 10 dias após a indução do SE por ácido caínico (Wolf et al., 
2002). Assim como em nossos resultados obtidos aos três meses de vida epiléptica, os 
autores acima encontraram redução significante do volume hipocampal e aumento dos 
ventrículos. Porém, seus resultados diferiram do corrente estudo uma vez que 
obtiveram significância estatística apenas na volumetria do hipocampo caudal, mas não 
para o hipocampo rostral, enquanto aqui obtivemos diferenças nas duas porções. 
Possivelmente, este resultado ocorreu devido ao pequeno número de animais por 
grupo (n=3 salina e n=4 AC) e ao curto tempo decorrido entre o SE e as aquisições das 
imagens no trabalho realizado por aqueles autores. Os resultados aqui apresentados 
sugerem que a redução volumétrica hipocampal se dá mais acentuadamente em sua 
porção rostral, embora também haja redução da porção caudal nos dois modelos, 
comparados aos animais controles. É justamente nas imagens dos níveis mais rostrais 
em que é observado um aumento mais evidente dos ventrículos. Isto poderia indicar 
que o encolhimento do hipocampo contribui para a expansão dos ventrículos, embora a 
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contagem celular no neocórtex e tálamo (regiões adjacentes ao ventrículo) não tenha 
sido realizada no presente estudo.  
A análise do volume total do hipocampo três meses após o SE mostrou diferença 
entre os grupos ACxCTR e PILOxAC, porém não houve diferença entre os grupos 
PILOxCTR. Foi encontrada diferença entre estes últimos grupos no estudo do 
hipocampo rostral, mas não no hipocampo caudal. Inferimos que isso provavelmente se 
deve ao fato dos valores do hipocampo caudal terem mascarado os resultados do 
hipocampo rostral, devido ao tamanho relativo das duas porções hipocampais. Não 
houve diferença entre os grupos experimentais, o que mostra que ambos produzem um 
padrão patológico muito semelhante quando analisados neste intervalo temporal. 
Os resultados para seis e nove meses foram semelhantes, havendo diferenças 
entre o grupo CTR e os dois grupos experimentais, o que reforça os resultados 
referentes à redução hipocampal. Porém, na análise longitudinal não encontramos uma 
mudança estatisticamente significante. Consideramos que pelo menos três fatores 
podem estar associados a este resultado: 1) à variação considerável no número de 
animais ao longo do estudo; 2) a existência de variação interanimal do volume 
hipocampal no grupo controle; 3) a somatória desta variação (2) às variações 
volumétricas causadas pelos modelos, em que notou-se que apesar de epilépticos, 
alguns animais não apresentaram redução hipocampal nem aumento dos ventrículos. 
Na análise de 12 meses, houve redução no número de animais devido à alta taxa 
de mortalidade, não somente devido à patologia em si, mas também devido à 
necessidade de anestesias repetidas ao longo das aquisições das imagens e também 
devido ao avanço da idade dos animais. Com isso, não foi possível obter resultados 
significativos para este período estudado. Nesse sentido, apesar de não caber no 
formato presente desta dissertação, ressaltamos que ainda continuamos trabalhando 
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com os dois modelos experimentais, para este período após SE, bem como para o 
período prévio (9 meses) de modo a aumentar o poder estatístico de nossa amostra. 
Outro fator limitante do estudo foi que, embora os animais tratados com 
pilocarpina e ácido caínico tenham apresentado ventrículos alargados, a seqüência 
ponderada por T2 pode produzir hiperintensidade de sinal nas áreas adjacentes de 
gliose severa e/ou edema, podendo então ser confundida com a medida do líquido 
encéfalo-raquidiano ventricular. Isso pode reduzir a precisão da medida dos voxels no 
hipocampo. 
Para a análise volumétrica ainda é muito utilizado o método de delineamento 
manual das ROIS tanto em animais (Wolf et al., 2002; Nairismägi et al., 2004; Niessen 
et al., 2005) quanto em humanos (Cook et al., 1992; Briellmann et al., 1999; Briellmann 
et al., 2007) Para a automatização da segmentação das imagens, técnicas como VBM 
(Voxel-based morphometry) (Pell et al., 2008) já têm sido difundidas e mostram 
resultados satisfatórios. Contudo, tal técnica requer uma base de dados com número 
grande de indivíduos controles. A automatização da análise poderia reduzir ainda mais 
possíveis erros oriundos da medida. 
A interpretação de mudanças volumétricas em estados patológicos é bastante 
complexa. Os tipos celulares podem ser afetados de várias formas, tanto em termos de 
perda absoluta quanto atrofia celular, e isso pode ser sobreposto pela infiltração ou 
proliferação de outras populações de células residentes ou não, junto ao edema celular 
e intersticial. Somado a isso, há efeitos secundários como a obstrução outflow que 
pode resultar em hidrocefalia e aumento dos volumes ventriculares, enquanto 
patologias inflamatórias podem causar um aumento de curto prazo no volume cerebral 
associado com o edema que é independente da doença crônica devido à destruição do 
tecido. Tais efeitos podem mascarar mudanças de longo prazo no volume e devem ser 
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levadas em consideração no desenho experimental bem como na interpretação dos 
dados (Parker e Chard, 2003). 
Os dados de relaxometria mostram que há aumento significativo do T2HP no 
grupo PILO comparado aos outros grupos (AC e CTR) para o primeiro ponto 
longitudinal. Nos pontos seis e nove meses, foram notados valores de T2HP 
significativamente aumentados nos grupos PILO e AC em relação ao grupo CTR. 
Novamente, na aquisição de 12 meses não houve diferença estatística entre os grupos. 
Os animais tratados com pilocarpina apresentaram a partir da primeira imagem 
até a última aquisição, uma diminuição contínua do valor T2HP. O grupo AC, 
diferentemente do grupo PILO, apresentou aumento suave até nove meses seguido de 
diminuição no ponto 12 meses. O comportamento dos tempos de relaxação T2HP 
variou de acordo com o modelo estudado, e este resultado só pôde ser observado uma 
vez que os experimentos foram realizados utilizando as mesmas condições 
experimentais. 
A redução tecidual e o aumento de T2 hipocampal são resultados muito 
satisfatórios, pois são coerentes com os resultados encontrados em estudos com 
humanos (Cook et al., 1992; Clifford, 1996; Woermann et al., 1998; Briellmann et al., 
1999; Bernasconi et al., 2000; Briellmann et al., 2002; Briellmann et al., 2004; Bartlett et 
al., 2007; Mueller et al., 2007). Estudos seriais de IRM fornecem uma oportunidade 
para monitorar a progressão da epilepsia in vivo, principalmente ao associar os dados 
quantitativos de IRM com a freqüência de crises. Em Liu e colaboradores (Liu et al., 
2005) foi realizado um estudo em dois pontos temporais com um intervalo de três anos 
e meio, em que foram avaliados o volume e T2 hipocampal. Foi observada uma 
redução do volume hipocampal no primeiro ponto temporal, quando comparado com 
indivíduos controle, não havendo, porém nenhuma diferença significativa no intervalo 
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temporal. Também não foi observada nenhuma correlação entre freqüência de crises e 
volume hipocampal, excetuando-se nos casos de pacientes com epilepsia parcial 
extratemporal. Quanto à relaxometria hipocampal, foi observada uma diferença 
estatisticamente significante entre pacientes com ELT e indivíduos controle, além de 
um aumento do tempo T2 no segundo ponto temporal. 
Algumas evidências sugerem que possa existir esclerose hipocampal 
patologicamente comprovada mesmo na ausência de redução do volume hipocampal 
(Jackson et al., 1994) ou aumento de T2HP (Van Paesschen et al., 1997b). No estudo 
de Liu e colaboradores (Liu et al., 2005), nenhum dos 14 pacientes com esclerose 
hipocampal na primeira imagem apresentou redução hipocampal significativa ou 
aumento do T2HP no período estudado. Isso indica que uma vez havendo esclerose 
hipocampal, esta, ao menos neste período estudado, não progrediu ou então, as 
medidas quantitativas não foram sensíveis suficientes para avaliar esta progressão. 
A freqüência das CER também tem sido estudada bem como suas possíveis 
correlações com medidas como T2HP, volumetria, dano neuronal e BFM. Em estudos 
clínicos, há uma dificuldade maior em observar a freqüência das CER quando 
comparados aos estudos em modelos animais. Contudo, os resultados são bastante 
controversos tanto em estudos clínicos quanto em modelos animais. Em um estudo 
recente (Fang e Lei, 2010), utilizando o modelo do pentilenotetrazol (PTZ) e realizando 
a imagem após 36 dias do inicio do tratamento do PTZ, foi observada uma correlação 
positiva entre crises e a medida do T2HP. 
Nossos resultados não mostraram correlação da freqüência das crises 
espontâneas recorrentes com medidas de BFM, volumetria hipocampal e T2HP, o que 
é coerente com os resultados da literatura. Porém, houve uma fraca correlação 
(R=0,41) entre o número de crises e a perda celular encontrada no CA3 (P<0,05), em 
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que animais com maior número de crises apresentaram menos células nesta região. O 
dano celular encontrado nas outras regiões analisadas não apresentou correlação com 
a freqüência de crises apresentada pelos animais durante o período em estudo. Isto 
pode indicar que aumentos na freqüência das CER podem causar morte celular na 
região do CA3. 
O número de células no CA3 também apresentou correlação com o valor do 
T2HP, tendo este valor aumentado para menores valores do número de células no 
CA3. Há uma série de fatores que poderiam levar ao aumento do valor do T2HP. Uma 
das possíveis explicações seria que com a diminuição de células na região, haveria 
uma diminuição na compartimentalização e conseqüentemente, um aumento na 
quantidade de água livre, o que causaria uma diminuição do T2 na região. Tal 
explicação embora seja coerente, não pode ser totalmente conclusiva. Para a 
verificação desta alternativa deveria ser realizada marcação imunohistoquímica para 
aquaporina, o que será realizado em nosso laboratório posteriormente, como 
ramificação do presente estudo. 
Embora não tenhamos encontrado correlações entre as medidas histológicas e o 
volume total hipocampal, foram encontradas correlações para as medidas do 
hipocampo rostral. A diminuição do número de células no CA3 e GD foi correlacionada 
com a diminuição do volume do hipocampo rostral. Isto indica que a morte celular de 
parte das duas maiores populações neuronais do hipocampo esteja diretamente 
relacionada ao volume hipocampal. 
A análise de correlação entre o grau de BFM, obtido através da densitometria da 
coloração de neo-Timm, e o número de células na região do GD também foi bastante 
interessante. Uma possível explicação para a redução do número de células granulares 
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no GD estar relacionada ao aumento no grau do BFM pode indicar que o espaço antes 
ocupado pelas células esteja sendo ocupado por suas projeções axonais. 
Todos os resultados aqui descritos mostram que as IRM podem ser utilizadas 
para analisar alterações causadas por condições patológicas, como no caso da 
esclerose hipocampal. Porém as análises realizadas apenas são indicativas de 
mudanças neuropatológicas que ocorrem durante a epilepsia em animais tratados com 
pilocarpina e ácido caínico. As medidas de IRM não podem ser correlacionadas apenas 
a uma mudança neuropatológica, e podem ser apenas em parte explicadas pela perda 
celular no CA3, por exemplo. Isto demonstra que o trabalho aqui apresentado não é 
conclusivo e deve ser complementado, no intuito de correlacionar outras mudanças, 





Os resultados obtidos em nosso estudo levam às seguintes conclusões: 
  houve redução do volume hipocampal tanto para os animais tratados com 
ácido caínico, quanto aqueles tratados com pilocarpina; 
 a redução do volume hipocampal pode ser indicativa de esclerose 
hipocampal; 
 houve correlação (apesar de fraca) entre o dano neuronal no CA3 e a 
redução do hipocampo rostral obtido através de IRM; 
 houve aumento do T2HP para ambos os modelos experimentais, porém o 
comportamento desta medida variou longitudinalmente de acordo com o tratamento; 
 houve correlação entre os valores de T2HP e o dano neuronal encontrado 
no CA3; 
 a análise do T2HP pode ser relacionada com a água intersticial, que pode 
ser futuramente verificada com imunohistoquímica para aquaporina; 
 houve correlação entre a freqüência de crises e o dano neuronal no CA3; 
 não houve progressão da volumetria hipocampal obtida através da IRM, 
contagem celular ou BFM nos 12 meses estudados. No entanto, não exclui mudanças 
que possam ter ocorrido durante os primeiros 3 meses de vida epiléptica, apontando 
que estudos futuros devem ser realizados neste período; 
 todos os achados são coerentes com achados da patologia humana; 
 os resultados indicam que as medidas volumétricas e de relaxação T2 
realizadas através de IRM são consideradas técnicas que podem ser utilizadas no 
acompanhamento e determinação de doenças neurodegenerativas. 
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